Дисбаланс антиэндотоксинового иммунитета, уровень системного воспаления и стимулирующие антитела к рецепторам тиреотропного гормона у больных диффузным токсическим зобом by Белоглазов, В. А. et al.
7 2 Н А У Ч Н Ы Е  В Е Д О М О С Т И  С ерия  М е д иц ина . Ф ар м ац и я . 2 014 . №  11 (182 ). В ы пуск  26
УДК 616-092:612.017.1:616.441.006.5:616-002:616-097
ДИСБАЛАНС АНТИЭНДОТОКСИНОВОГО ИММУНИТЕТА, УРОВЕНЬ СИСТЕМНОГО ВОСПАЛЕНИЯ 
И СТИМУЛИРУЮЩИЕ АНТИТЕЛА К РЕЦЕПТОРАМ ТИРЕОТРОПНОГО ГОРМОНА 
У БОЛЬНЫХ ДИФФУЗНЫМ ТОКСИЧЕСКИМ ЗОБОМ
Диффузный токсический зоб (ДТЗ) -  наиболее распространённое заболевание среди болезней 
не только щитовидной железы (ЩЖ), но и всей эндокринной системы, которым страдает до 1% попу­
ляции [13, 15, 17].
Этиология ДТЗ не может считаться окончательно выясненной, но в патогенезе этого заболе­
вания ведущая роль, несомненно, принадлежит нарушениям иммунной системы. Во всех современ­
ных руководствах ДТЗ описывается в разделах, посвящённых аутоиммунным заболеваниям человека. 
Механизм нарушения иммунной системы при ДТЗ является актуальным предметом исследований в 
эндокринологии, иммунологии и других медико-биологических дисциплинах [13, 14].
В многочисленных исследованиях при ДТЗ выявляют дисбаланс субпопуляций Т- 
лимфоцитов, провоспалительных и антивоспалительных цитокинов и увеличение количества акти­
вированных поликлональных В -  лимфоцитов и плазматических клеток, синтезирующих широкий 
спектр аутоантител [13, 14, 15].
С позиций поиска одного из интегральных механизмов дисбаланса иммунитета при ДТЗ наше 
внимание привлек эндотоксин (ЭТ) грамнегативной флоры (ГФ) кишечника. Известно, что ЭТ явля­
ется классическим поликлональным активатором В-лимфоцитов и представляет собой липополиса- 
харид (ЛПС) -  основной структурный компонент внешней мембраны ГФ [11, 12].
Какие возможные источники чрезмерного ЭТ воздействия на организм у  больных ДТЗ. Пер­
вый источник -  ГФ ротовой полости, связынная с развитием хронического пародонтита (ХП), частота 
которого у  больных ДТЗ достигает 83% [5]. Современными исследованими доказано, что важными 
этиологическими факторами развития ХП является дисбиоз ротовой полости, который проявляется 
сменой симбиотической флоры на патогенную. Первый такой комплекс, связанный с развитием ХП 
является так называемый “оранжевый комплекс”, состоящим из грамотрицательных анаэробных 
биологических бактерий, таких как Prevotella intermedia, P. nigrescens., на смену которому по мере 
прогрессирования ХП приходят микроорганизмы являющиеся основными этиологическими факто­
рами развимтия ХП (“красный комплекс”), среди которых особое место занимают Porphyromonas. 
Gingivalis (Pg) [16]. В настоящее время ХП связывают повышенным риском коморбидности с сердеч­
но-сосудистыми заболеваниями, диабетом, ревматоидным артритом, остеопорозом и респираторной 
патологией. Поступление ЭТ при самообновлении пула Pg из полости рта в системный кровоток име­
ет свою особенность, состоящую в возможности длительной рециркуляции и воздействия на иммун­
ные клетки, находящиеся в ткани ЩЖ, минуя естественный биологический фильтр для ЭТ -  
печень [22].
Важнейшим источником ЭТ является ГФ кишечника. Необходимо отметить, что даже в фи­
зиологических условиях около 6% крови минует печеночный барьер за счет порто-кавальных анасто­
мозов. Этим и объясняется существование физиологической эндотоксинемии до 1,0 нг/мл. При этом 
главным регулятором транлокации ЭТ из кишечника в системный кровоток считается симпатоадре- 
наловая система, активность которой определяет величину сброса крови по порто -  кавальным ана­
стомозам [4, 11, 12]. Учитывая гиперактивацию симпатоадреналовой системы под действием тирео­
токсикоза, логично предположить чрезмерное поступление кишечного ЭТ в кровь минуя печень [15,
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17, 21]. При исследовании микрофлоры толстого кишечника у  больных ДТЗ наблюдается снижение 
популяционного уровня и коэффициента количественного доминирования у  бифидобактерий, лакто­
бактерий, энтерококов, то есть основных представителей автохтонной облигатной микрофлоры ки ­
шечника, которая формирует колонизационную резистентность слизистой оболочки толстой кишки. 
Такие изменения способствуют контаминации полости толстой кишки патогенными (гемолитиче­
скими) эшерихиями, условно патогенными энтеробактериями (цитробактером, энтеробактером, гаф- 
ниями), стафилококками и дрожжеподобними грибами рода Candida, которые в полости толстой 
кишки достигают высокого популяционного уровня [7]. Нарушение состава нормальной микрофлоры 
толстого кишечника у  больных ДТЗ также является одним из условий для проявления патологиче­
ского действия ЭТ.
Одним из важных гуморальных факторов, принимающих непосредственное участие в нейтра­
лизации и клиренсе ЭТ, являются антиэндотоксиновые антитела. По содержанию антиэндотоксино- 
вых антител разных классов в крови и слюне можно судить, с одной стороны, об интенсивности п о­
ступления ЛПС во внутренние среды организма, а с другой -  о способности иммунной системы орга­
низма формировать адекватный гуморальный иммунный ответ на антигены гликолипидной природы 
и тем самым обеспечивать их эффективное связывание и элиминацию [3, 4].
Взаимодействие ЭТ с рецепторами на поверхности клеток является важнейшим фактором, ко­
торый и определяет результирующий эффект его действия на клеточном уровне. Моноциты и 
нейтрофилы экспрессируют на своей поверхности основные рецепторы к ЭТ, среди которых можно 
отметить CD14 рецептор, Р2 - интегриновые рецепторы (CD11/CD18), скавенджер -  рецепторы и др. 
[9,10,15].
В настоящее время механизмы патогенетического влияния ЭТ на течение ДТЗ и состояние ан- 
тиэндотоксинового иммунитета (АЭИ) у  данной категории больных достаточно не изучены. В связи с 
этим целью данной работы явилось изучение влияния иммунных субтипов гуморального антиэн- 
дотоксинового ответа на ЭТ на клеточный АЭИ, системное воспаление и уровень стимулирующих ан­
тител к рецептору тиретропного гормона у  больных ДТЗ.
Материалы и методы. Обследована группа из 87 больных ДТЗ в возрастном диапазоне от 
22 до 68 лет, находящихся на стационарном лечении в эндокринологическом отделении КРУ «Кли­
ническая больница им. Н.А. Семашко» г. Симферополь. Из них женщин -  70 человек (80 %), мужчин 
-  17 человек (20 %). Диагноз ДТЗ устанавливали на основании клинических данных, изучения тирео- 
идного статуса по уровню тиреотропного гормона (ТТГ), с определением свободных Т3 и Т4 в сыво­
ротке крови, иммунологических параметров, отражающих состояние гуморального звена неспецифи­
ческого иммунитета (антитела к тиреопероксидазе (ТПО), стимулирующие антитела к рецептору ТТГ 
(TSAb)), УЗИ ЩЖ с определением её объёма и оценкой эхоструктуры ткани. Критерием включения в 
исследование был тиреотоксикоз в результате ДТЗ. Критериями исключения -  узловой токсический 
зоб и тиреотоксическая фаза аутоиммунного тиреоидита и другие состояния, ассоциирующиеся с ти ­
реотоксикозом без гипертиреоидизма [6,8,19,20].
Для достижения поставленной цели данной работы у  всех больных ДТЗ определялись уровни 
антиэндотоксиновых антител классов А, М, G (соответственно анти-ЭТ-IgА, анти-ЭТ-^М  и анти-ЭТ- 
IgG), секреторного антиэндотоксинового иммуноглобулина А  (Анти-ЭТ^^А) в ротовой жидкости, 
уровни экспрессии ЭТ связывающих рецепторов (CD14 и ЛПС-FITC) на моноцитах и гранулоцитах 
периферической крови, а также уровни С-реактивного белка (СРБ) и TSAb.
Содержание антиэндотоксиновых антител, СРБ и TSAb определяли методом твердофазного 
иммуноферментного анализа [1, 2, 3, 9]. В качестве антигена использовали ЭТ грамотрицательной 
энтеробактерии Escherihia coli K30 (09:K30:P12), выделенный из бактериальной биомассы методом 
вводно-фенольной экстракции и дополнительно очищенный от примесей РНК обработкой цитавло- 
ном («Serva», Германия).
Экспрессию рецепторов к ЭТ на мембранах поли- и мононуклеарных лейкоцитов изучали с 
помощью двухцветного иммунофлуоресцентного анализа методом проточной лазерной цитофлюо- 
рометрии, используя в качестве лиганда конъюгат ЛПС E. Coli K 235 c флюоресцеинизотиоцианатом 
по методике, разработанной в лаборатории клинической иммунологии Крымского государственного 
медицинского университета [10] и моноклональных антител к CD 14 дифференцировочочному анти­
гену фирмы DakoCytomation, Denmark A/S. Использовали проточный цитофлюоримерт PAS III и про­
граммное обеспечение PartecFloMax. Уровень экспрессии ЕТ-связывающих рецепторов на каждом 
типе клеток выражали в условных единицах флюоресценции, которые определяли на проточном ци­
тометре с помощью функции Fit Gauss Peak, встроенную в программу Peak analysis при анализе не 
менее 10 тысяч клеток.
В предыдущих исследованиях, изучая уровень антиэндотоксиновых антител у  здоровых доно­
ров АР Крым, было установлено, что у  30% доноров имеется высокий, у  30% -  низкий, у  40% -  сред­
ний уровень анти-ЭТ-IgG [3]. Учитывая эти исследования, обследованные нами больные ДТЗ в зави­
симости от степени антительного ответа на ЭТ были разделены на 3 клинические группы: в первую
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группу -  антительных гипореспондеров вошло 21 человек, имеющих низкий уровень анти-ЭТ-IgG 
(<M+ct); вторую группу -  антительных гиперреспондеров составили 10 больных ДТЗ, у которых кон­
центрация анти-ЭТ-IgG в крови превышала M+ct; третью группа составили 56 больных ДТЗ -  анти­
тельных нормореспондеров, имеющих уровень анти-ЭТ-IgG в пределах M+ct.
Для сравнительного анализа полученных результатов обследована 30 здоровых доноров (кон­
трольная группа), достоверно не отличающихся от клинических групп ДТЗ по половому и возрастно­
му распределению.
Статистические расчеты производились с использованием программы «MedStat» (серийный 
№MS0011) ДНПП ТОВ «Альфа», г. Донецк.
Результаты и их обсуждение. Данные изучения системного, мукозального гуморального и 
клеточного антиэндотоксинового иммунитета, уровня системного воспаления и TSAb у больных ДТЗ 
в зависимости от антительного ответа на ЭТ представлены в таблице.
Таблица
Антиэндотоксиновый иммунитет, системное воспаление и антитела к рецепторам 
тиреотропного гормона у больных ДТЗ в зависимости от степени 
антительного ответа на ЭТ.
Показатель Стат.
показ-ль
Контрольная
группа
n=30
1 группа 
антительные 
гипореспондеры 
n=21
2 группа 
антительные 
гиперреспондеры 
n=10
3 группа 
антительные 
нормореспондеры 
n=56
анти-ЭТ-IgA 
ед. опт. пл.
Mе
(25%-75%) 0,13 (0,12-0,3)
0,09 (0,05-0,09)
р <0,05 р1-2<0,01
0,17 (0,14-0,19) 
p<0,05 р2-3 <0,05
0,1 (0,09-0,19)
p=0,08
анти-ЭТ-^М 
ед. опт. пл.
Mе
(25%-75%)
0,18
(0,07-0,26)
0,05 (0,05-0,07)
р<0,05 р1-2<0,05
0,12
(0,1-0,13) p=0,09
0,08 (0,06-0,1)
p>0,05
анти-ЭТ-IgG 
ед. опт. пл. M±m 0,4±0,07
0,19±0,02 
р <0,01 р1-2<0,01 
р1-3<0,01
r=-0,73 (р<0,01) 
п=-0,8(р<0,05)
0,65±0,09 р<0,05 0,5±0,02 p=0,07
анти-ЭТ-sIgA 
ед. опт. пл. M±m 0,04±0,008
0,02±0,001 
р <0,01 р1-2<0,01 
р1-3<0,01
0,05±0,004 p>0,05 0,04±0,003 p>0,05
CD14 мон., 
усл.ед.флуор.
M±m 18,6±1,23
25,26±1,8 p<0,05 
р1-2<0,05 р1-3<0,05
г=0,84(р<0,01)
п=0,4(р<0,01)
19,04±0,6 p>0,05
17,85±0,9 p>0,05
CD14 гран., 
усл.ед.флуор. M±m 0,7±0,07
0,8±0,02 р >0,05 0,7±0,03 р >0,05 0,8±0,01 р >0,05
LPS-Fits 
мон.,усл. ед. 
флуор.
M±m 1,7±0,08
2,4±0,04 p<0,05 
р1-2<0,01 р1-3<0,01
г=0,68(р<0,05)
п=0,56(р<0,01)
1,8±0,09 p>0,05 1,75±0,07 p>0,05
LPS-Fits 
гран.,усл. ед. 
флуор.
M±m 1,14±0,05 1,17±0,04 p=0,08 1,15±0,11 p=0,07 1,16±0,03 p>0,05
СРБ,
Мкг/мл
M±m 1,51±0,5
4,6±0,8 р<0,01 
р1-2<0,01 р1-3<0,01 3,2±0,3 р<0,01
3,6±0,62 р<0,01
TSAb,
МЕ/л M±m
1,43±0,04 35,8±2,5 р<0,01 
р1-2<0,01 р1-3<0,01 16,5±4,4 р<0,01 14,87±3,5 р<0,01
Примечание: р -  достоверность различий с нормой; р1-2-  достоверность различий между соответствую­
щим показателем 1 и 2 группами; р1-3-  достоверность различий между соответствующим показателем 1 и 3 груп­
пами; р2-3-  достоверность различий между соответствующим показателем 2 и 3 группами; r-коэффициент кор­
реляции показателя с уровнем СРБ; П-коэффициент корреляции показателя с уровнем TSAb; n -  количество об­
следуемых.
Из данных, представленных в таблице видно, что уровни всех антиэндотоксиновых антител в 
периферической крови и секреторного анти-ЭТ-sIgA при ДТЗ в 1 группе гипореспондеров были до­
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стоверно ниже, чем аналогичные показатели в группе контроля. В этой же группе уровень CD14+ и 
LPS-Fits рецепторов на моноцитах, С-реактивного белка и TSAb, наоборот, были достоверно выше 
группы здоровых доноров. При этом было выявлено существование достоверной отрицательной кор­
реляционной связи между уровнем анти-ЭТ-IgG и концентрацией в крови СРБ и TSAb. Кроме этого, 
было выявлено существование положительной корреляционной связи между экспрессией ЭТ связы­
вающих рецепторов на моноцитах с одной стороны и уровнем СРБ и TSAb, с другой. Следовательно, 
нарушение гуморального антительного барьера на уровне слизистых оболочек (анти -  ЭТ -  sIgA) и в 
кровотоке (анти -  ЭТ -  IgG) в 1 группе больных ДТЗ ассоциируется с активацией ЭТ связывающих 
рецепторов на моноцитах (CD14+ и LPS -  Fits) и наибольшими показателями системного воспаления 
(СРБ) и TSAb.
Как следует из данных приведенных в таблице во 2 группе больных ДТЗ гиперреспондеров и в 
3 группе нормореспондеров по антительному ответу на ЭТ содержание в периферической крови анти- 
ЭТ-^М  и анти-ЭТ-sIgA не отличалось от нормы, в то время как во 2 группе уровень анти-ЭТ-IgA был 
выше референсного диапазона нормы и больных 3 группы (р <0,05). Уровень экспрессии антиэндо­
токсиновых рецепторов на моноцитах и гранулоцитах в этих группах не отличался от соответствую­
щих показателей в группе контроля. По уровню СРБ и TSAb в группах гипер -  и нормореспондерного 
антительного ответа на ЭТ данные показатели были достоверно ниже соответствующих показателей 1 
клинической группы, но выше диапазона контрольной группы (р <0,01).
Таким образом, в результате наших исследований показана ЭТ зависимая активация кле­
ток моноцитарного ряда у  больных ДТЗ в группе гипореспондеров, о чем свидетельствует повышение 
экспрессии ЭТ рецепторов на моноцитах. Решающее значение в распознавании ЭТ играют CD 14 р е­
цепторы на макрофагальных клетках, которые, не имея внутрицитоплазматического домена, переда­
ют сигнал TLR, преимущественно TLR4 типа, последние играют чрезвычайно важную роль во врож­
дённом и приобретенном иммунитете. Взаимодействие TLR и их лигандов инициирует активацию 
сигнальных путей, что приводит к активации генов ответственных за развитие провоспалительных 
реакций, таких как ген ФНОа, интерлейкины 1,6,12, NFkp и других [18, 23, 24].
LPS -  Fitc комплекс, позволяет охарактеризовать другие типы рецепторных структур на клетках, 
которые осуществляют рецепцию ЭТ. К таким рецепторам могут быть отнесены так называемые ска- 
венджер рецепторы CD11 a,b,c/CD18, лектинподобные рецепторы, HSC70, HSP90a, CXCR4, GDF5 и 
другие. В условиях нормы, данные рецепторы могут выполнять функции нейтрализации ЭТ. В усло­
виях патологии, данные рецепторы могут вместе с CD14 рецепторами приводить к активации NF -  кВ 
и потенциировать ЭТ индуцированную продукцию провоспалительных цитокинов, экспрессию моле­
кул адгезии и др. [23]. Наиболее выражена ЭТ активация мононуклеарных фагоцитов у  больных ДТЗ 
с гипореспондерным антительным ответом на ЭТ, что сопровождается более высоким уровнем си­
стемного субклинического воспаления и антител TSAb.
Наиболее выраженный дисбаланс гуморального и клеточного иммунитета у  больных ДТЗ в 1 
группе с гипореспондерным антительным ответом на ЭТ, ассоциированный с наибольшими показа­
телями системного воспаления и стимулирующих антител к рецептору тиретропного гормона, позво­
ляет предположить особую роль ЭТ в патогенезе ДТЗ именно у  данной категории больных.
Выводы:
1. В группе больных ДТЗ с гипореспондерным антительным ответом на ЭТ (по уровню анти- 
ЭТ-IgG) выявлен дисбаланс гуморального АЭИ, который проявлялся в снижении концентрации всех 
антиэндотоксиновых антител в периферической крови и секреторного анти -  ЭТ-sIgA в ротовой жид­
кости по сравнению с соответствующими показателями группы контроля. Кроме этого, в 1 группе ан- 
тительных ЭТ гипореспондеров зарегистрированы более низкие показатели секреторного анти-ЭТ- 
sIgА, чем в 2 и 3 группах больных ДТЗ и анти -  ЭТ -  по сравнению с группой антительных гипер- 
респондеров.
2. Гипореспондерный антительный ответ на ЭТ в 1 группе больных ДТЗ ассоцировался с по­
вышением экспрессии ЭТ рецепторов (CD14+ и LPS-Fits) на моноцитах периферической крови, с бо­
лее высоким уровнем системного воспаления (по уровню СРБ) и стимулирующих антител к рецептору 
тиретропного гормона, чем у  здоровых доноров и в группах больных с гипер -  и нормореспондерным 
ответом на ЭТ .
3. При ДТЗ в 1 группе антительных гипореспондеров на ЭТ выявлено существование досто­
верной отрицательной корреляционной связи между уровнем анти -  ЭТ -  IgG и концентрацией в 
крови СРБ и TSAb, а также положительной корреляционной связи между уровнем экспрессии ЭТ свя­
зывающих рецепторов на моноцитах и концентрацией в крови СРБ и TSAb, что указывает на особую 
роль дисбаланса клеточного и гуморального антиэндотоксинового иммунитета в патогенезе аутоим­
мунного и системного воспаления при данном иммунологическом субтипе.
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4. У  больных ДТЗ с гиперреспондерным антительным ответом на ЭТ кроме повышения анти- 
ЭТ-IgG выявлено более высокую концентрацию в периферической крови анти -  ЭТ -  ^ А  по сравне­
нию с соответствующим показателем в контрольной группы и у  больных ДТЗ в 3 группе с норморе- 
спондерным ответом на ЭТ (p<0,05 в обоих случаях). Уровень экспрессии ЭТ рецепторов на моноци­
тах и гранулоцитах у  больных 2 и 3 групп не выходил за пределы диапазона нормы в то время как со­
держание СРБ и TSAb было достоверно выше, чем в контрольной группе, но ниже, чем в группе гипо­
респондеров (p<0,01 в обоих случаях).
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IMBALANCE OF ANTIENDOTOXIN IMMUNITY, LEVEL OF A SYSTEM INFLAMMATION 
AND STIMULATING ANTIBODIES TO RECEPTORS OF A THYROID -  STIMULATING HORMONE 
IN THE PATIENTS WITH GRAVES' DISEASE
The basis of Graves' disease pathogenesis is autoimmune mecha­
nisms. One of the most important factors, leading to the impairments in 
Graves' disease, may be pathological effect of endotoxin of the gram- 
negative flora of intestines. Due to this data the aim of this work was anal­
ysis features of cellular, humoral immunity in the patients with Graves' 
disease and levels of secretary antiendotoxin antibody A. It was prove the 
imbalance of cellular, humoral and local antiendotoxin immunity and its 
influence on pathogenesis and the course of a studied illness.
Key words: diffuse toxic goiter, endotoxin, antibodies, receptors, 
CRP, stimulating antibodies to receptors of a thyroid-stimulating hor­
mone.
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